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&y Precede de determination du titre (concentration) 
oagents biologiques, tels que des vecteurs viraux de trans- 
fert de genes, en temps ree\, dans des cellules cibles vivan- 
tes et ses applications dans le domaine de la therapie 
genique et du diagnostic. 

< 


00 
CO 

o 

CO 
CM 

" lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll 


® REPUBLIQUE FRANQAISE 


INSTITUT NATIONAL 
DE LA PROPRIETE INDUSTRIELLE 


PARIS 


2808804 


i 

L'invention est relative k un procede de determination du titre 
(concentration) d'agents biologiques, tels que des vecteurs viraux de transfert de 
genes, en temps reel, dans des cellules cibles vivantes, ainsi qu'a ses applications 
(therapie genique, genomique fonctionnelle, diagnostic viral, vaccins, proteines 
recombinantes). 

Dans l'expose de la presente invention on definit par : 

• agent biologique : un vecteur de transfert de genes viral ou non- 
viral, un virus, un anticorps, un vaccin viral ou non-viral ou une proteine recombi- 
nante, 

• titre d'un agent biologique : sa concentration en particules 
(virus, vecteur de transfert de gfcne viral, vaccin viral) ou en molecules (proteine 
recombinante, anticorps), 

• cellules cibles vivante : des cellules cibles, in vitro ou ex vivo, 
avant leur modification par un agent biologique, 

• mesure en temps reel : une mesure dont la valeur est obtenue 

instantanement. 

Les progrfes relatifs aux transferts de gfcnes en therapie gSnique 
dependent d'une part de la capacit6 & developper et k produire des vecteurs perrnet- 
tant, dans la cellule cible, une expression regulee d'une proteine ou d'un ARN qui 
possedent des effets therapeutiques et d'autre part de la capacite a identifier de nou- 
veaux genes therapeutiques. 

Ainsi, avec le developpement recent du dornaine de la genomique 
fonctionnelle, les vecteurs initialement developpes pour le transfert de genes, sont 
aussi utilises comme outils pour le criblage des banques de genes. 

Ces progrfes impliquent : 

- la construction et le criblage de banques de vecteurs de transfert de 

genes, 

- le developpement de constructions de vecteurs optimalisees, 
parfaitement adaptes a chaque application therapeutique, notamment en terme de 
ciblage tissulaire et de regulation de Texpression et 
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- la production en grande quantite des vecteurs contrdles, standardi- 
ses et de qualite optimale, permettant de realiser des etudes precliniques et des essais 
cliniques de phase I. 

Dans ce contexte, afin d'analyser rapidement de nombreuses 
5 constructions de vecteurs et d'optimaliser leur production en grande quantite, il est 
capital de pouvoir determiner facilement, rapidement et prScisement la concentration 
desdits vecteurs par des methodes performantes. 

Les methodes de determination de la concentration ou du titre 
desdits vecteurs, en particulier des vecteurs viraux, decrites dans la Iitterature se 
10 divisent en methodes physiques et en methodes biologiques. 

Les methodes physiques mesurent le titre en particules physiques 
ipp) (Mittereder et al. f J. Virol., 1996, 70, 11, 7498-7509; Atkinson et al., NAR, 
1998, 26, 11, 2821-2823 ; Nelson et ah, Hum. Gene Ther., 1998, 9, 16, 2401-2405), 
qui represente le nombre total de particules virales de vecteur ; habituellement ce titre 
15 est evalue soit directement par comptage des particules virales en microscopie 
electronique, soit indirectement par mesure du contenu en acides nucleiques (hybrida- 
tion ou absorbance des acides nucleiques (D0 2 6o) pour AAV et AdV, respectivement), 
ou en proteines virales (activite RT et contenu en p24, par exemple pour MLV et HIV, 
respectivement) des vecteurs. La mesure du titre en particules physiques ne reflete pas 
20 la quantite de particules infectieuses presentes et biologiquement actives, en raison de 
la presence de particules defectives {defective-interfering particles ou DI) non infec- 
tieuses, sans genome ou avec un genome incomplet. 

Les methodes biologiques permettent, en revanche, de determiner un 
titre en particules infectieuses {ip : unites infectieuses, unites formant plage, unites de 
25 transduction) (Mittereder et al., precitS ; Salvetti et al., Hum. Gene Ther., 1998, 9, 5, 
695-706; Atkinson et al., NAR, 1998, 26, 11, 2821-2823) par la mesure d'un 
parametre biologique qui reflete Pactivite du vecteur dans des cellules infectees en 
culture : replication virale (AAV), integration du provirus (retrovirus, HIV), lyse 
cellulaire (formation de foyers ou de plages de lyse, uniquement dans le cas de virus 
30 lytiques (AdV, HSV)) et expression du transg£ne (tous les types de vecteurs). ip 
mesure le nombre de particules actives dans le processus biologique dont Teffet est 
mesure. Ainsi, les preparations de vecteur presentant un titre eleve en particules 
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infectieuses et un rapport particules physiques/particules infectieuses faible sont 
considerees comme etant de haute qualite, ces deux parametres etant consideres 
comme fournissant une information quantitative concernant la performance d'une 
preparation d'un vecteur de transfert de gene. 
5 Quelle que soit la nature du parametre mesure, les methodes decrites 

reposent essentiellement sur : une dilution en serie du vecteur (environ 10 a 20 dilu- 
tions en double ou en triple), suivie d'une periode d* incubation du vecteur avec les 
cellules (d'l a 15 jours), puis du traitement des cellules (lyse, fixation, coloration, 
addition de substrat, hybridation, PCR), de la mesure du parametre fonctionnel et 

10 enfin de la determination du titre qui correspond a la dilution limite, c'est-a-dire a la 
dilution la plus elevee pour laquelle la valeur du parametre biologique mesure atteint 
sa limite de detection. Le titre est generalement determine a partir de la courbe qui 
represente les valeurs du parametre biologique en fonction de la dilution du vecteur : 
par une extrapolation lineaire k partir de la region centrale quasi-Iineaire de la courbe 

15 suivie de la determination de Intersection avec Taxe des abscisses, par une approxi- 
mation asymptotique de ladite courbe dans la region des dilutions elevees, qui peut- 
etre effectuee a Paide d'un programme informatique, qui repose sur une fonction 
hyperbolique pour le calcul du titre. Ainsi, plus le nombre de dilutions testees est 
eleve, plus la valeur du titre sera precise. 

20 Cependant ces techniques sont peu fiables et presentent 

I 1 inconvenient de ne pas etre standardises. Pour resoudre ce probleme, de nouvelles 
methodes mieux adaptees a la determination du titre (ou concentration) et a la 
comparaison de differents virus recombinants utilises en therapie g£nique ont ete 
proposees (EM. Atkinson et al, precite : Demande Internationale PCT WO 99/1 1764). 

25 Par exemple, dans Tarticle au nom d'E.M Atkinson et al., precite et dans la Demande 
Internationale PCT WO 99/11764, la methode qui est decrite met en oeuvre 
essentiellement une etape d'amplification du materiel genetique viral dans une lignee 
cellulaire hote, des preparations de vecteur standard de titre connu obtenues par dilu- 
tions en serie et un controle interne de titre connu. De maniere plus precise, la 

30 methode comprend dans differents puits d'une plaque de microtitration, Tinfection de 
cellules a Taide de dilutions en sSrie d'une preparation virale (10 dilutions en 
triplicat), la replication du genome viral dans ladite cellule hote pendant 48 h a 72 h, la 
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lyse chimique de ladite cellule, une hybridation de l'acide nucleique puis la mesure de 
la quantite relative d'acide nucleique viral replique dans chaque puits et la 
determination du titre par extrapolation lineaire de la courbe, qui represente les 
valeurs des mesures obtenues en fonction de la dilution du vecteur. 
5 Ainsi, les methodes de l'Art anterieur, meme les mieux adaptees 

comme celles decrites par d'E.M. Atkinson et al., precite, ne repondent pas aux 
besoins du developpement et de la production des vecteurs de transfert de genes pour 
les raisons suivantes : 

el les sont trfes lourdes & mettre en ceuvre et comprennent de 
10 nombreuses manipulations, & chaque etape de la methode, en raison du nombre 
important d'echantillons correspondant a chaque dilution de vecteur. Par consequent, 
elles ne sont pas utilisables dans le contexte du developpement et de la production des 
vecteurs de transfert de g£nes, qui implique le traitement de trfes nombreux echantil- 
lons pour comparer differentes constructions ou conditions de production des vecteurs 
15 ou bien pour suivre la cinetique de production de ces vecteurs, 

elles ne sont pas standardisees pour la plupart, 
elles sont difficilement automatisables, etant donne le nombre et 
la complexity des etapes a mettre en oeuvre, et 

le resultat est obtenu h un temps fixe qui, en fonction de la 
20 nature du parametre mesur6, est de plusieurs jours (expression d'un transg£ne) a 
plusieurs semaines (formation de plages de lyse). Ainsi, les delais n£cessaires pour la 
mise en ceuvre de ces methodes ne sont pas adaptes a la determination rapide de la 
concentration des * vecteurs de transfert de genes vecteurs , dans le criblage des 
banques de vecteurs, le controle en cours de production ou bien pour suivre la cine- 
25 tique de production de ces vecteurs. 

La prSsente invention s'est en consequence donnee pour but, de 
foumir un procede de determination du titre d'un agent biologique qui repond mieux 
au besoin de la pratique, en ce qu'elle permet Tanalyse de nombreux 6chantillons en 
temps reel. 

30 L'invention a egalement pour objet les applications dudit procede 

pour le criblage, Tanalyse et la production des vecteurs viraux de transfert de g£nes, 
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des vaccins viraux et des prolines recombinantes ainsi que pour le diagnostic des 
infections virales. 

La presente invention a pour objet un procede de determination du 
titre d'un agent biologique interagissant avec des cellules cibles vivantes, lequel 
5 procede est caracterisS en ce qu'il comprend au moins les etapes suivantes : 

(ai) Tincubation dudit agent biologique a une concentration C 
initiale inconnue, avec lesdites cellules cibles k une concentration D constante, 

(bt) la mesure a differents temps successifs t, de Pintensite i d'un 
meme signal, qui resulte de la reaction agent biologique + cellules cibles vivantes, 
10 (ci) la determination du temps r p correspondant 4 la valeur i = P, 

choisie dans Pintervalle p min < P < p m „, tel que p min et p max correspondent aux valeurs 
de / au point d' inflexion de la courbe i = f (0 pour respectivement, les concentrations 
minimales et maximales d'un agent biologique de reference, dont la courbe t$ - f (C) 
(courbe de reference), est preetablie et 
15 (di) la determination de la concentration C initiale de Pagent biolo- 

gique, a Paide de ladite courbe de reference = f (Q. 

Definitions 

• on entend par agent biologique : un vecteur de transfert de 
gfcnes viral ou non-viral, un virus, un anticorps, un vaccin ou une proteine recombi- 

20 nante. 

• on entend par cellules cibles vivantes, des cellules cibles, in 
vitro ou ex vivo, avant leur modification par un agent biologique. 

• on entend par titre C d'un agent biologique, sa concentration en 
particules ou en molecules actives dans la reaction agent biologique + cellules cibles 

25 vivantes (C correspond au titre en particules infectieuses ou ip> tel que defini ci-dessus 
pour les vecteurs viraux de transfert de genes). 

• on entend par reaction agent biologique + cellules cibles 
vivantes, la reponse des cellules cibles a Pagent biologique ou processus biologique, il 
s'agit notamment de : 

30 - Pexpression d'un g&ne rapporteur ou d'un transgene, 

de la replication, de Pintegration ou de Pactivite cytolytique 

d'un virus, 
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d'une activite enzymatique, anti-virale, oncogenique, suppres- 
ses de tumeur, cytotoxique, 

de la proliferation ou de la differenciation cellulaire, 
de la liaison a des anticorps ou a des recepteurs. 
5 • Le produit P de la reaction agent biologique + cellules cibles 

vivantes est mesurable par un signal ; il est determine par la mesure d'un parametre 
qui reflete la reponse des cellules cibles vivantes a T agent biologique. De maniere non 
limitative, on peut citer comme mesure : la quantite de proteine ou d'enzyme expri- 
mee par un gene rapporteur ou un transgene, le nombre de copies de genome du 
10 vecteur viral, le nombre de cellules. 

• on entend par signal, par exemple la fluorescence, la lumines- 
cence, Fabsorbance ou le denombrement de cellules. De mani&re non limitative, on 
peut citer comme technique de mesure du signal : la microscopie optique ou de fluo- 
rescence, la fluorimetrie, la luminometrie et la spectrom6trie. 

15 • on entend par mesure de Tintensite du signal, la mesure du 

produit P de la reaction agent biologique + cellules cibles vivantes, sans intervention 
sur les cellules cibles et sur ladite reaction, dont le produit P est mesurS. 

• on entend par agent biologique de reference, un agent biolo- 
gique identique ou similaire a Pagent biologique k analyser, qui pr£sente des modifi- 

20 cations qui n'affectent pas son activite dans la reaction dont le produit P est mesur£. 

• on entend par mesure en temps r6el, une mesure dont la valeur 
est obtenue instantanement. 

De maniere surprenante, Tlnventeur a montre que Tintensite du 
signal i qui reflete la reponse des cellules cibles & Tagent biologique depend unique- 
25 ment de deux parametres : la concentration C et le temps t. Ainsi, lorsque / augmente, 
Tintensite du signal i augmente, proportionnellement a la valeur de C, en conse- 
quence ; pour une valeur de C constante, i varie proportionnellement & / et pour une 
valeur de t constante, / varie proportionnellement a C. 

Alors que pour mesurer la concentration C d'un agent biologique, 
30 les methodes de I'Art anterieur utilisent une valeur de / constante, Tlnventeur a 
trouve, de maniere inattendue que l'utilisation d'une valeur constante de C permet une 
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determination plus simple, plus rapide et plus precise de la concentration des agents 
biologiques. 

Ainsi, Tinventeur a montre, de maniere surprenante, que la concen- 
tration d'un echantillon biologique peut-etre determinee directement, sans avoir 
5 besoin de diluer ledit echantillon ; (1) en mesurant les valeurs de i a differents instants 
t et en determinant la valeur /p correspondant a la valeur i = p puis (2) en determinant 
la valeur de C correspondant a la valeur ty, a partir de la courbe de reference t = f (Q. 

Cette courbe de reference est etablie pour une valeur / = p, comprise 
dans Tintervalle p min < P < p max , tel que p min et P^ correspondent aux valeurs de I au 
10 point d'inflexion de la courbe i = f (t) pour respectivement les concentrations mini- 
males et maximales de I'echantillon biologique de reference. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede de IMnvention, 
la courbe de reference est etablie simultandment ou prealablement a l'etape (ai )( telle 
que decrite ci-dessus, selon les etapes suivantes : 
15 (ao) la preparation, de n dilutions en serie d'un agent biologique de 
reference de concentration C 0 initiale connu.e, correspondant respectivement aux 
concentrations finales C\ 9 C 2 , C n dudit agent biologique, 

(b 0 ) T incubation de chaque dilution dudit agent biologique de refe- 
rence obtenue en (ao> avec lesdites cellules cibles & une concentration D constante, 
20 (c 0 ) la determination a differents temps successifs t x a / n de 

Tintensite du signal i qui r^sulte de la reaction agent biologique + cellules cibles 
vivantes, pour chaque concentration Cu C 2i . . . . C n dudit agent biologique de refe- 
rence, 

(do) le trace de la courbe i = f (t) pour chaque valeur Ct, C 2 , C a , 

25 (e 0 ) la determination de la valeur p de /, telle que p m i n < P < Pmax et 

Pmin et p max correspondent aux valeurs de / au point d' inflexion de la courbe i = f (r)^ 
pour respectivement C n et Ci, 

(f 0 ) !e trace de la courbe de reference / p = f (Q pour la valeur i = p. 
Le procede de I 1 invention est parfaitement adapte a I' analyse de nombreux 
30 echantillons en temps reel car il presente les caracteristiques suivantes : 

il est simple, 
il est rapide, 
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- il est precis, 

- il est standardise et 
il est automatisable. 

En effet, le procede de Tinvention ne nScessite pas la dilution des 
5 echantillons par consequent il est particulierement adapte a Tanalyse de nombreux 
echantillons comme une banque de vecteurs de transfert de g£nes. Par exemple, alors 
que pour determiner le titre de 30 echantillons de vecteurs, les techniques de Tart 
anterieur necessitent, la realisation de 10 a 20 dilutions et done la manipulation de 300 
a 600 echantillons de cellules h chaque etape de la technique (infection, lyse, fixation, 

10 coloration, addition de substrat, hybridation), ce qui implique 1800 a 2400 manipula- 
tions pour une technique comprenant 3 etapes (infection, lyse ou fixation et coloration 
ou addition de substrat), le procede de Tinvention ne necessite pas de dilution de 
Techantillon, ni de manipulation des cellules et implique simplement 30 mesures du 
signal i. Par consequent, contrairement, aux techniques de Tart anterieur, le procede 

15 de Tinvention est simple, parfaitement standardise et automatisable. 

Le procede de Tinvention est plus precis que les techniques de Tart 
anterieur car dans ledit procede les mesures sont effectuees a partir d'un meme echan- 
tillon, pris h differents instants t, alors que dans les techniques de Tart anterieur les 
differentes dilutions de Techantillon sont testees de fa?on independante, ce qui intro- 

20 duit des variations internes entre ces differentes dilutions. 

Le procede de Tinvention qui utilise le temps comme parametre 
variable, contrairement aux techniques de Tart anterieur, qui utilisent la concentration 
C comme parametre variable, permet de determiner la concentration des agents biolo- 
giques en temps reel en mesurant le signal i par des techniques comme la fluorimetrie, 

25 la luminometrie ou la spectrometrie, ce qui pr6sente de nombreux avantages. 

En effet, dans le procede de Tinvention, les valeurs experimentales 
sont disponibles immediatement ce qui permet d'avoir une estimation rapide de la 
concentration des vecteurs pour suivre la cinetique de production de ces vecteurs ou 
bien pour analyser rapidement une banque de vecteurs de transfert de genes. En 

30 revanche, les techniques de Tart ant6rieur ne permettent pas de telles estimations etant 
donne qu'aucun resultat intermediaire, en cours de test n'est disponible ; seul le 
resultat final est disponible, une fois que Tensemble des donn6es correspondant aux 
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differentes dilutions ont ete obtenues a T instant t puis analysees, ce qui correspond a 
un delai de plusieurs jours a plusieurs semaines, en fonction de la technique utilisee. 

Selon encore un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit pro- 
cede, ledit signal est selectionne dans le groupe constitue par la fluorescence, la lumi- 
5 nescence, Fabsorbance ou le denombrement de cellules. 

De maniere non-limitative, le signal est avantageusement mesure par 
une technique telle que : la microscopie optique ou de fluorescence, la fluorimetrie, la 
luminometrie et la spectrometrie. 

Selon encore un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit 
10 procede, ledit agent biologique est selectionne dans le groupe constituS par les vims, 
les vecteurs de transfert de genes viraux et non-viraux, les vaccins, les anticorps et les 
proteines recombinantes. 

La presente invention a egalement pour objet un kit ou une trousse 
de dosage (titrage) ou de detection d'un agent biologique, caracterisee en ce qu'elle 
15 comprend : 

des cellules cibles vivantes a une concentration D constante, 
un agent biologique de reference de concentration C connue, 
la courbe de reference dudit agent biologique t p = f (C) et 
le moyen physique de mesurer Tintensite du signal de la reac- 
20 tion agent biologique + cellules cibles vivantes. 

Cette trousse de dosage qui permet des mesures en temps reel, est 
particulierement adaptee, notamment a la determination du titre (titrage) d'un vecteur 
utilise en thSrapie gdnique, d'un virus utilise pour la production d'un vaccin, d'une 
proteine recombinante utilisee pour la production d'un produit biologique 
25 (medicament, reactif) ou bien au dosage et/ou a la detection d'un virus, pour le 
diagnostic d'une infection virale. 

Outre les dispositions qui precedent, Pinvention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se re fere a 
des exemples de mise en ceuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
30 dessins annexes, dans lesquels : 

la figure 1 represente les valeurs experimentales de Tintensite 
du signal de fluorescence i, en fonction du temps / pour chaque concentration (cone.) 
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d'un vecteur retroviral codant la proteine fluorescente (EGFP). Les concentrations 
sont exprimees pour 10 6 particules infectieuses /ml. 

la figure 2 represente les courbes r = f (0, determinees k partir 
des valeurs experimentales presentees a la figure 1. 
5 - la figure 3 represente les valeurs fp pour les differentes concen- 

trations de vecteur, determinees k partir de la courbe de la figure 2, pour la valeur P = 
100 dez\ 

la figure 4 represente la courbe de reference du vecteur retro- 
viral r p = f (C), determinee k partir des valeurs experimentales presentees a la figure 3. 

10 - la figure 5 represente les valeurs experimentales de Tintensite 

du signal d'hybridation /, en fonction du temps /, pour chaque dilution d'un vecteur 
associe k V adenovirus recombinant (AAVr). 

la figure 6 represente les courbes i = f (0, determinees a partir 
des valeurs experimentales presentees a la figure 5. 

15 la figure 7 represente les valeurs rp pour les differentes concen- 

trations de vecteur, determinees k partir de la courbe de la figure 6, pour la valeur P = 
-2 de i. 

la figure 8 represente la courbe de reference du vecteur AAVr, 
/p = f (C), determinee k partir des valeurs experimentales presentees k la figure 7. 
20 II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 

uniquement k titre d'illustration de Tobjet de Finvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 i Determination du titre d' un vecteur retroviral dans des cellules 
ftat-2. 

25 J.l-Mat6riels et mSthodes 

I/agent biologique analyse est un vecteur retroviral denomme (pSI- 
EGFP ; Ropp et aL, Cytometry, 1995, 21, 309-317), codant le gene rapporteur de la 
proteine fluorescente eucaryote (Eukaryotic Green Fluorescent Protein ou EGFP), les 
cellules cibles sont les cellules Rat-2 (ATCC ) la reaction agent biologique + cellules 
30 cibles vivantes est Texpression du g£ne rapporteur EGFP. Le produit P qui est mesure 
pour determiner le titre dudit vecteur (concentration en particules retrovirales 
infectieuses ou ip) est la quantite de proteine EGFP, qui est mesuree par fluorimetrie. 
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Des cellules Rat-2 sont ensemencees dans les puits d'une plaque de 
microtitration a une concentration constante, puis infectees a t = 0, avec les dilutions 
1/2, 1/4 et 1/10 d'une preparation de vecteur retroviral de reference de concentration 
initiale connue (Co = 10 6 particules infectieuses /ml ), correspondant respectivement 
5 aux concentrations de 0,5. 10 6 ; 0,25. 10 6 et 0,1. 10 6 particules infectieuses/ml. Aux 
differents instants, / = 16 h, 24 h, 40 h, 48 h et 64 h, Tintensite du signal de 
fluorescence i, emis par les cellules infectees par chaque dilution de vecteur est 
mesure par fluorimetrie. La courbe / = f (/) est ensuite tracee pour chaque dilution et la 
valeur P est fixee a 100. Les valeurs fp, correspondant aux valeurs de t lorsque i - 100, 
10 sont detenninees pour chaque concentration d'echantillon de reference, puis, la courbe 
t p = f (C) est tracee & partir de ces valeurs. 

1.2-Resultats 

La figure 2 represente la courbe i = f (r), determinee a partir des 
valeurs experimentales presentees a la figure 1. La figure 4 represente la courbe de 
15 reference du vecteur retroviral, = f (C), determinee a partir des valeurs experimen- 
tales presentees a la figure 3. 

La figure 2 montre que l'intensite du signal est une fonction du 
temps t d'incubation du vecteur avec les cellules cibles et de la concentration C dudit 
vecteur. 

20 I^a figure 2 montre egalement que la valeur p= 100, permet une 

determination sensible et precise de la concentration du vecteur car elle detecte de 
faibles concentrations de vecteur et pour cette valeur, les variations de C corres- 
pondent a une variation importante de t. Ces resultats sont confirmes par la figure 4 
qui represente la courbe de reference du vecteur, /p = f (Q. Cette courbe de reference 

25 montre qu'il existe une relation directe entre les valeur de t$ et de C qui permet de 
determiner la concentration d'une preparation de vecteur, sans dilution et sans 
manipulation des cellules, simplement par determination de la valeur experimentale tp 
de ce vecteur, correspondant a la valeur de P = 100. 

EXEMPLE 2 : Comparaison du titre d'un vecteur associe a Tadenovirus 
30 recombinant ( A A Vr) determine a I'aide des parametres d'un proc^de classiaue 
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(temps constant et concentration variable) ou du procede de Pinvention (temps 
variable et concentration constants. 

2.1- MaterieIs et mlthodes 

L'agent biologique analyse est un virus associe a Padenovirus, 
5 recombinant (AAVr), codant le gene rapporteur lacZ, les cellules cibles sont la lign£e 
Hela-repcap32, la faction agent biologique + cellules cible vivantes est la replication 
virale et le produit P qui est mesur6 pour determiner le titre du vecteur (concentration 
en particules actives ou ip) est le nombre de copies de genome de AAVr. P est mesure 
par hybridation de type Dot-blot selon les techniques classiques connues de 

10 l'Hommedu metier. 

Les cellules Hela-repcap32 sont ensemencSes dans les puits d'une 
plaque de microtitration a une concentration constante, puis co-infectees, a t = 0, avec 
les dilutions KT 4 , 10* 7 , 10' 8 et 10' 9 du vecteur et Tadenovirus sauvage, a une multipli- 
cite d' infection de 100. 

15 Aux differents instants, t = 6 h, 14 h, 18 h, 20 h, 24 h, 30 h, 38 h, 44 

h, 48 h et 54 h, les cellules sont recoltees puis le genome viral est isole et hybride avec 
une sonde nucleotidique specifique marqude, selon la technique du Dot Blot 
classiquement utilisee par Phomme du metier. L'intensite du signal, qui represente la 
quantite d'ADN hybridee est mesur6 i Taide d'un phosphorimageur. 

20 Pour la determination du titre par le procede classique, la courbe log 

i = f (log dilution) est traced a partit des valeurs obtenues au temps / = 24 h et le titre 
est determine par approximation asymptotique dans la region des plus fortes dilutions. 

Pour la determination du titre par le procede de V invention, la 
courbe log i = f (t) est tracee pour chaque dilution de vecteur et la valeur P est fixee a - 

25 2. Les valeurs /p, correspondant aux valeurs de t Iorsque i = -2, sont determinees pour 
chaque concentration de I 'agent de reference, puis, la courbe /p = f (log Q est tracee k 
partir de ces valeurs. 

2.2- Resultats 

La figure 6 represente la courbe log i = f ($), determinee a partir des 
30 valeurs experimentales presentees a la figure 5. La figure 8 represente la courbe de 
reference du vecteur AAVr, /p = f (log C), determinee k partir des valeurs 
experimentales presentees a la figure 7. 
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La figure 6 montre que Fintensite du signal est une fonction du 
temps / d'incubation du vecteur avec les cellules cibles et de la concentration C dudit 
vecteur. 

La figure 6 montre egalement que la valeur P= - 2, permet une deter- 
5 mination sensible et precise de la concentration du vecteur, car elle detecte de faibles 
concentrations de vecteur et pour cette valeur, les variations de C correspondent a une 
variation importante de t. 

Ces rSsultats sont confirmes par la figure 8 qui represente la courbe 
de reference du vecteur, /p ,= f (logQ. Cette courbe de reference montre qu'il existe 
10 une relation directe entre les valeur de et de C qui permet de determiner, avec 
precision et sans dilution, la concentration d'une preparation de vecteur, k partir d'une 
seule valeur experimentale tp de ce vecteur correspondant k la valeur de P = - 2. 

A titre comparatif, pour une meme preparation de vecteur, le 
procede classique donne un titre de 1 x 10 8 particules infectieuses/ml et le procede de 
15 T invention donne un titre de 0,85 x 10 8 particules infectieuses/ml. Ces resultats 
montrent que les valeurs obtenues par le procede de F invention sont comparables a 
celles obtenus par les procedes classiques de titrage d'agents biologiques. 
Neanmoins, contrairement aux procedes classique le procede de determination du titre 
d'agent biologiques de F invention permet avantageusement d'analyser de nombreux 
20 echantillons, simultanement et en temps reel. En effet, il est simple, rapide, precis, 
standardise, automatisable et la valeur de Fintensite du signal qui mesure le produit de 
la reaction de Fagent biologique avec les cellules cibles vivantes est obtenue 
instantanement, sans intervention sur les cellules cibles et sur la reaction biologique 
dont le produit est mesure. 
25 Ainsi, le procede de Finvention est utilisable aussi bien pour : 

cribler rapidement une banque de vecteurs de transfert de genes 
ou de mutants d'une proteine recombinante , 

optimiser ou controler la production : des vecteurs de transfert 
de genes therapeutiques utilisables pour des essais precliniques et des essais cliniques 
30 de phase I, des virus utilises comme vaccins viraux ou des proteines recombinantes 
utilisees comme medicament ou comme reactif biologique et 
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detecter rapidement une infection virale a partir d'un echantillon 
biologique d'un patient k tester. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 1' invention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et duplication qui 
5 viennent d'etre decrits de fa^on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a r esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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RF.VFNDTCATIQNS 
1°) ProcSde de determination du titre d'un agent biologique intera- 
gissant avec des cellules cibles vivantes, caracterise en ce qu'il comprend au moins les 
etapes suivantes : 

5 (aj) Tincubation dudit agent biologique a une concentration C 

initiale inconnue, avec lesdites cellules cibles & une concentration D constante, 

(bi) la mesure k differents temps successifs l, de Tintensite i d'un 
meme signal, qui resulte de la reaction agent biologique + cellules cibles vivnates, 

(ci) la determination du temps fp correspondant & la valeur r = P, 
10 choisie dans l'intervalle p min < P < Pmax, tel que p min et p max correspondent aux valeurs 
de / au point d' inflexion de la courbe i = f (f) pour respectivement les concentrations 
minimales et maximales d'un agent biologique de reference dont la courbe fp = f (Q 
est preetablie et 

(d[) la determination de la concentration C initiale de V agent biolo- 
15 gique, a Faide de ladite courbe de reference /p = f (C). 

2°) Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que simulta- 
nement ou prealablement a Tetape (a l)( ladite courbe de reference est etablie selon les 
etapes suivantes : 

(ao) la preparation, de n dilutions en serie d'un agent biologique de 
20 reference de concentration Co initiale connue, correspondant respectivement aux 

concentrations finales C u C x C n dudit agent biologique, 

(b 0 ) Tincubation de chaque dilution dudit agent biologique de refe- 
rence obtenue en ao avec lesdites cellules cibles k une concentration D constante, 

(c 0 ) la determination k differents temps successifs t\ a t n de 
25 Tintensite du signal i qui r£sulte de la reaction agent biologique+ cellules cibles 
vivantes, pour chaque concentration Cu C 2 ,. • . . C n dudit agent biologique de refe- 
rence, 

(do) le trace de la courbe / = f (r) pour chaque valeur C\ y C 2 , C n , 

(e 0 ) la determination de la valeur P de i, telle que p mirl < P < Pmax et 
30 p m i n et p max correspondent aux valeurs de i au point d'inflexion de la courbe i = f (/) 
pour respectivement C n et Ci, 

(f 0 ) le trac6 de la courbe de reference = f (C) pour la valeur i = P 
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3°) Procede selon la revendication I ou la revendication 2, caracte- 
rise en ce que ledit agent biologique est selectionne dans le groupe constitue par les 
virus, les vecteurs de transfert de genes viraux et non-viraux, les vaccins, les anticorps 
et les proteines recombinantes. 
5 (4°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 

caracterise en ce que ledit signal est selectionne dans le groupe constitue par la fluo- 
rescence, la luminescence, Tabsorbance et le denombrement de cellules. 

(5°) Trousse de dosage ou de detection d'un agent biologique, 
caracterisee en ce qu'elle comprend : 
10 - des cellules cibles vivantes & une concentration D constante, 

un agent biologique de reference de concentration C connue, 
la courbe de reference dudit agent biologique / p = f (Q et 
le moyen physique de mesurer Tintensite du signal de la reac- 
tion agent biologique + cellules cibles vivantes. 


REPUBLIQUE FRANQAISE 



iinsmuT 

NATIONAL DE 

la Momm 

IKDUftTRIELLE 


RAPPORT DE RECHERCHE 

PRELIMINAIRE 

6tabli sur la base des demiferes revindications 
deposees avant le commencement de la recherche 


2808804 


N° d'enroglstremenl 
national 


FA 591068 
FR 0005852 


Cal^gorle 


DOCUMENTS CONSIDERS COMME PERTINENTS 


Citation du document avec indication, en cas de besofcn, 
des parties pertinenles 


CHARB0RD P; NEEL H; LEHN P; PARMENTIER C: 
"NORMAL HUMAN GRANUL0 MONOCYTIC BONE 
MARROW PROGENITOR CELLS RESPONSIVENESS TO 
COLONY STIMULATING ACTIVITY" 
N0UVELLE REVUE FRANCAISE D'HEMATOLOGIE , 
vol. 22, 1980, pages 357-370, XP000949859 

* page 363; figure 3 * 

SCHUHMANN KLAUS; ROMAN IN CHRIST0PH; 
BAUMGARTNER WERNER; GR0SCHNER KLAUS: 
"Intracellular Ca2+ Inhibits smooth muscle 
L-type Ca2+ channels by activation of 
protein phosphatase type 2B and by direct 
interaction with the channel" 
JOURNAL OF GENERAL PHYSIOLOGY, 
vol. 110, novembre 1997 (1997-11), pages 
503-513, XP000949861 

* abr£g6 * 

MOULLIER Pj'DAVELOOSE D; LETERRIER F; 
HOEBEKE J: "COMPARATIVE BINDING OF WHEAT 
GERM AGGLUTININ AND ITS SUCCINYLATED FORM 
ON LYMPHOCYTES" 

EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, 

vol. 161, 1986, pages 197-204, XP000951462 

* page 199; figure 4 * 

DAVIS A R ET AL: "HIGH THROUGHPUT METHOD 
FOR CREATING AND SCREENING RECOMBINANT 
ADENOVIRUSES" 

GENE THERAPY, GB.MACMILLAN PRESS LTD., 
BASINGSTOKE, 

vol. 5, no. 8, aoQt 1998 (1998-08), pages 
1148-1152, XP000867556 
ISSN: 0969-7128 

* le document en entier * 

_/-- 


Revendicalion(s) 
concern6e(s) 


1-5 


1-5 


1-5 


Classement attribue 
a I'tnventlon par IMNPI 


G01N33/53 
C12Q1/68 


DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHES (lnt.CL.7) 


1-5 


dale <f acfiavemonl do la (acn«t<*» 

20 mars 2001 


G01N 
C12Q 


Examrtataur 

Griffith, G 


CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : pari icu Cerement pertinent a tui seul 

Y : particuDerement pertinent en combinaison avec un 

autre document de la me me categorle 
A : arriere-plan technologlque 
O : dtvuigatton non-ecrile 
P : document Intercalate 


T : theorie ou prlndpe a la base de rmvention 

E : document de brevet beneficiant <fune date anterieure 

a fa date de depot el qui n'a ete publle qu'a cette date 

de depot ou qu'a une date posterteure. 
D : cite dans la demande 
L : cite pour d"autres rafeons 

iTmsii^'^'i'nimd famine, document correspondant 


page 1 de 3 


Fl£PUBLIQUE FRANQA1SE 



INST IT UT 
NATIONAL DE 
LA PROrBIKTE 
IN DUATRIELLE 


RAPPORT DE RECHERCHE 

PRELIMINAIRE 

6tabli sur la base des dernieres revendications 
d^posees avant le commencement de la recherche 


2808804 


N° d'enreglstrement 
national 


FA 591068 
FR 0005852 


Categorie 


DOCUMENTS CONSIDER^ COMME PERTINENTS 


Reveodical«n(s) 
cancemde<s) 


Citation du document avec indication, en cas de besoln, 
des parties pertinenles 


Clsssement attribue 
a I'invenllon par I'INPI 


D,A 


D,A 


D,A 


D, A 


W0 99 11764 A (TARGETED GENETICS 
CORPORATION) 11 mars 1999 (1999-03-11) 

* exemple 4 * 

ATKINSON E M ET AL: "A high-throughput 
hybridization method for titer 
determination of viruses and gene therapy 
vectors" 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH, GB, OXFORD 

UNIVERSITY PRESS, SURREY, 

vol. 26, no. 11, 1 juln 1998 (1998-06-01), 

pages 2821-2823, XP002099502 

ISSN: 0305-1048 

* le document en entler * 

NELSON DAVID M; WAHLFORS J 0ARMO; CHEN 
LIN; 0N0DERA MASAFUMI; MORGAN RICHARD A: 
"Characterization of diverse viral vector 
preparations 1 , using a simple and rapid 
whole-v1r1on dot-blot method" 
HUMAN GENE THERAPY, 
vol. 9, 1 novembre 1998 (1998-11-01), 
pages 2401-2405, XP000951429 

* le document en entler * 

MITTEREDER NANETTE; MARCH KEITH L; 
TRAPNELL BRUCE C: "Evaluation of the 
concentration and bloactlvlty of 
adenovirus vectors for gene therapy" 
JOURNAL OF VIROLOGY, 

vol. 70, no. 11, novembre 1996 (1996-11), 
pages 7498-7509, XP002148995 

* le document en entler * 

-/— 


1-5 


1-5 


1-5 


DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHES (lnt-CL.7) 


1-5 


s (f sc*i6vement de la rochercfio 

20 mars 2001 


Examhateur 

Griffith, G 


CATEGOfllE DES DOCUMENTS CITES 

X : partfculierement pertinent a kii seul 

Y : partlcullerement pertinent en combinaJson a\ 

autre document de la memecalegorfe 
A : amere-plan technologkjue 
O : divulgation non-ecrtte 
P : document intercalate 


T : theorie ou prtnclpe a la base de rinvention 

E : document de brevet ben6fic»anl d*une date anterteure 

a la date de d£p6t et qui n'a ete publie qu'a cette dale 

de depot ou qu'a une date posierteure. 
D : cite dans la demande 
L : cite pour tfautres ratsons 

& V membre de la rneme famine, document correspondani 


page 2 de 3 


RfPUBLIQUE FRANQAISE* 



RAPPORT DE RECHERCHE 

PR^LIMINAIRE 

6tabli sur !a base des dernferes revendications 
6£pos£es avant le commencement de la recherche 


2808804 


N" d'enreglstrement 
national 


FA 591068 
FR 0005852 


Caiegorte 


DOCUMENTS CONSIDERED CQMME PERTINENTS 


CKalion du document avec indication, on cas de besoln. 

des parties pertinenles 


Ravencficalion(s) 
concern ee(s) 


Classement attribu* 
a invention par I'INPI 


D,A 


SALVETTI A ET AL: "Factors Influencing 
recombinant adeno-assodated virus 
production" 

HUMAN GENE THERAPY, XX, XX, 

vol. 9, no. 5, 20 mars 1998 (1998-03-20), 

pages 695-706, XP000946374 

ISSN: 1043-0342 

* page 697, colonne 2, allnea 2 - page 
699, colonne 1, al1n6a 1 * 


1-5 


DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHES (lnLCL.7) 


Data d" achavemani da la recharcne 

EKamnateur 

20 mars 2001 

Griffith, G 


CATEGORIE DES DOCUMENTTS CITES 

X : part'icuSerement pertinenl a tui seul 

Y : particuueremenl pertinenl en combtnalson avec un 

autre document de la me me calegorie 
A : arriere-plan technologlque 
O : divulgation non-ecrite 
P : document intercalate 


theorle ou prtncipe a la base de r invention 
document de brevet Defendant June date anterieure 
a la date de depot et qui n'a ete pubfie qu*a cette date 
de depot ou qu'a une date posterieure. 
: cite dans la demande 
cite pour cfautres rajsons 


& : membre de la me me famine, documenl correspondanl 


page 3 de 3 


